D01:10. 11931/guihaia. gxzw201901024 
不 同 甜 叶 菊 品 种 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 的 比较 研究 


郭志 龙 ， 马 治 华 ， 张 虹 ， 陈 任 ， 张 萍 ” 
(宁夏 大 学 西部 特色 生物 资源 保护 与 利用 教育 部 重点 实验 室 ， 银川 750021) 


摘要 : 以 14 个 插 插 培 育 的 甜 叶 菊 品种 叶 为 试验 材料 ， 首 先 从 8 种 不 同型 号 的 树脂 中 筛选 出 
一 种 合适 的 大 孔 吸 附 树脂 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 进行 纯化 前 处 理 ， 然 后 采用 HPLC 法 
对 不 同 甜 叶 菊 品 种 叶 中 所 含 绿 原 酸 类 成 分 进行 比较 分 析 , 以 期 筛选 出 绿 原 酸 类 物质 含量 较 高 
的 甜 叶 菊 品 种 ， 为 扩大 甜 叶 菊 的 开发 利用 提供 依据 。 结 果 表 明 : 在 8 种 不 同型 号 的 树脂 中 ， 
XAD-16 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 吸附 -解析 性 能 最 佳 ; 经 优化 ,上 样 液 浓度 1.20 mg: mL. 
样品 溶液 pPH3、 解 析 液 乙醇 体积 分 数 70% 时 XAD-16 树脂 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 具有 
较 好 的 纯化 效果 ; HPLC 检测 分 析 表 明 ， 在 14 个 品种 中 共 检 测 出 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 
原 酸 、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C 六 种 绿 原 酸 类 成 分 ， 其 中 主要 成 分 均 为 异 绿 
原 酸 A、 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 C， 而 在 品种 3、5、13、14 中 没有 检测 出 异 绿 原 酸 B，14 个 品 
种 中 6 个 绿 原 酸 类 成 分 的 含量 分 别 为 异 绿 原 酸 A 20.55~54.3 mg! ER 17.96~32.93 
mg'*g 1!\ 异 绿 原 酸 C 4.15-19.49 mg:g IER 0.61~4.61 mgg, ES ZR E 0.52-3.11 mg gi 
异 绿 原 酸 B 0.0-3.17 mg:g 1，6 种 绿 原 酸 类 成 分 总 量 为 43.9~97.8 mg: g 1!。 可 见 ， 不 同 品种 甜 
叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 含量 有 明显 差异 , 富 含 绿 原 酸 类 成 分 的 甜 叶 菊 品种 可 用 于 开发 获取 绿 
原 酸 类 物质 。 
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Abstract: The leaves of 14 Stevia rebaudiana Bertoni varieties cultured by cuttings were used as 
experimental materials. Firstly, a suitable macroporous adsorption resin was screened from 8 
different types of resins to purify chlorogenic acid components in Stevia rebaudiana Bertoni 
leaves. Then, the chlorogenic acid components contained in the leaves of different Stevia 
rebaudiana Bertoni varieties were compared and analyzed by HPLC in order to screen the Stevia 
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rebaudiana Bertoni with high chlorogenic acid contents. The results revealed that among the 
eight tested resins, XAD-16 showed much better adsorption/desorption capacity for chlorogenic 
acid components, and XAD-16 resin had better purification effect on the chlorogenic acid 
components in the leaves of Stevia rebaudiana Bertoni when the concentration of sample solution 
was 1.20 mg:g ! with pH 3 and 70% ( v/v ) ethanol used as desorption solution. HPLC analysis 
showed that six kinds of chlorogenic acids were detected in the leaves of 14 Stevia rebaudiana 
Bertoni cultivars, including neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, 
isochlorogenic acid B, isochlorogenic acid A and isochlorogenic acid C. The main components 
were isochlorogenic acid A, chlorogenic acid and isochlorogenic acid C, but no isochlorogenic 
acid B was detected in varieties 3, 5, 13 and 14. The contents of 6 chlorogenic acids in the leaves 
of 14 Stevia rebaudiana Bertoni cultivars were 20.55-54.3 mg:g ! ( isochlorogenic acid A ), 
17.96-32.93 mg:g 1 ( chlorogenic acid ), 4.15-19.49 mg:g ! ( isochlorogenic acid C ), 0.61-4.61 
mg:g! ( neochlorogenic acid ), 0.52-3.11 mg:g ! ( cryptochlorogenic acid ), 0.0-3.17 mg:;g ! 
( isochlorogenic acid B ), respectively. The total amount of 6 chlorogenic acids was 43.9-97.8 
mg:g !. The research results suggest that different variety of Stevia rebaudiana Bertoni cultivars 
contains different contents of chlorogenic acids, and the Stevia rebaudiana Bertoni varieties rich 
in chlorogenic acids can be used to develop and obtain chlorogenic acids. The resarch can provide 
a basis for expanding the development and utilization of Stevia rebaudiana Bertoni. 
Key words Stevia rebaudiana Bertoni, chlorogenic acids, leaves of Stevia rebaudiana Bertoni 
cultivars, XAD-16 resin 
甜 叶 菊 (Stevia rebaudiana Bertoni) 为 一 种 原 产 于 南美 亚热带 地 区 的 多 年 生 草 本 植物 ， 
我 国 于 上 世纪 70 年 代 引进 栽培 ， 目 前 在 我 国 南北 方 地 区 均 有 种 植 〈 丁 海 荣 等 ，2016) . H 
叶片 中 含有 多 种 低热 量 、 高 甜 度 的 甜菊 糖苷 ， 被 誉 为 最 有 发 展 前 途 的 新 糖 源 ， 已 在 食品 、 饮 
料 等 行业 得 到 广泛 应 用 (Samueli et al., 2018) 。 此 外 ,近年 来 研究 也 发 现 甜 叶 菊 提取 物 具 有 
抗 氧化 、 抗 炎 、 降 血糖 降 血压 等 多 种 功效 CKim et al., 2011; 刘 乃 新 等 ，2016) ， 研 究 表明 
这 些 功 效 可 能 更 多 地 与 与 其 所 含 绿 原 酸 等 酚 酸 类 物质 有 关 (Molina-Calle et al., 2017) 。 绿 原 
酸 类 物质 是 由 咖啡 酸 与 奎 尼 酸 组 成 的 一 类 缩 酚 酸 类 化 合 物 ， 具有 抗菌 、 抗 氧化 、 抑 癌 、 调 控 
糖 脂 代谢 等 多 种 生物 学 活性 ( 赵 明 等 ， 2006)， 己 被 应 用 于 食品 、 保 健 品 、 日 用 化 工 等 领域 ， 
但 目前 主要 从 金银花 、 杜 仲 叶 、 咖 啡 豆 等 植物 中 获取 绿 原 酸 类 物质 ， 原 材料 来 源 有 限 ， 成 本 
Burg EAH, 2014) 。 现 有 研究 表明 甜 叶 菊 中 除 含 有 高 含量 的 甜菊 糖苷 外 还 含有 丰富 的 
绿 原 酸 类 物质 ， 其 整 株 均 含有 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A 和 异 绿 原 酸 C， 以 叶片 含量 最 高 〈 付 晓 
等 ，2014) ， 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 含量 高 达 52.69 mg:g 1; Karakose et al (2011) 采用 LC-MS 
在 甜 叶 菊 中 发 现 了 24 种 奎 尼 酸 和 莽 草 酸 的 羟基 肉桂 酸 衍生 物 ， 额 尔 敦 巴 雅 尔 等 〈2017) X 
用 UPLC-QTOF-MS 在 甜 叶 菊 水 提 物 中 检测 出 10 种 酚 酸 类 物质 ，Hande etal. (20155 在 甜 
叶 菊 叶 中 检测 出 5 种 绿 原 酸 类 成 分 ， 李 华丽 等 2017) 测定 不 同 产 地 甜 叶 菊 中 酚 酸 类 成 分 含 
量 最 高 可 达 6.72696. 

近年 来 , 大 孔 吸 附 树 脂 在 天 然 产物 领域 应 用 十 分 广泛 ,如 王立 志 等 2014) 采用 DM700 

树脂 用 于 纯化 绿 咖 啡 豆 中 的 绿 原 酸 ， 熊 硕 等 (2013) 选用 NKA-2 树脂 对 杜仲 中 绿 原 酸 成 分 
进行 了 纯化 研究 , 但 鲜 有 树脂 纯化 处 理 甜 叶 菊 中 绿 原 酸 类 成 分 相关 方面 的 研究 报道 。 在 甜 叶 
菊 中 除 含 有 绿 原 酸 类 成 分 外 ， 还 含有 碳水 化 合 物 、 生 物 碱 、 植 物色 素 等 其 它 杂 质 成 分 〈 刘 万 
新 等 ，2016) ， 直 接 进 行 分 析 不 仅 影响 测定 结果 准确 性 ， 也 会 对 检测 系统 产生 较 大 污染 ， 
此 该 文 以 紫外 分 光 光 度 法 测定 绿 原 酸 类 成 分 总 量 ， 以 HPLC 法 测定 不 同 种 类 绿 原 酸 类 成 分 
含量 ， 先 盘 选 合适 的 大 孔 吸 附 树脂 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 纯化 前 处 理 ， 继 而 对 14 个 不 
同 甜 叶 菊 品种 叶 中 所 含 绿 原 酸 类 成 分 进行 比较 分 析 , 以 期 筛选 出 含有 较 高 含量 绿 原 酸 类 物质 
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1， 为 扩大 甜 叶 菊 的 开发 利用 提供 依据 。 


的 甜 叶 欧 品 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 


14 个 甜 叶 菊 品 种 是 


由 宁夏 优势 特色 作物 现代 分 子 育种 习 


能 温室 盾 插 培育 的 ,包括 目 冯 
中 山 二 号 种 子 获 得 的 5 个 


1.2 试剂 与 仪器 
绿 原 酸 ( 批 号 MUST-15041814) 、 隐 绿 原 酸 〈 批 号 MUST17022403) 、 新 绿 原 酸 G 
号 MUST17011001 ) 、 异 绿 原 酸 A (批号 MUST-17030621 ) 、 异 绿 原 酸 B (批号 


MUST-17021602) ~ FERR C (批号 MUST17021603) 标准 品 均 购 
RARA, WAR GES 170406) 、 阿 魏 酸 (批号 170106) 标准 品 购 


物 技 术 有 限 公 司 ， 质 量 分 数 均 大 于 98%。 


学 试剂 开发 


EHAE, Fisher 公司 ; 冰 乙 酸 ， 天 津 市 永 大 化 


点 实验 室 利 用 植物 培养 专用 知 


Pb; 水 为 娃哈哈 饮用 纯净 水 ; 


化 性 能 参数 及 生产 厂家 见 表 


le 


1 生产 上 常用 的 9 个 品种 及 张 虹 等 (2017) 以 秋水 仙 素 诱导 处 理 
四 倍 体 品种 。 甜 叶 菊 叶 自然 阴干 后 ， 粉 碎 过 40 Hm E. 
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其 余 试 剂 均 为 分 析 纪 


表 1 不 同型 号 大 孔 吸 附 树 脂 理 化 性 能 参数 和 生产 厂家 


Table 1 Physical and chemical properties parameters and manufacturers of different types of 


macroporous adsorption resins 
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比 表 面积 


平均 孔径 


型 号 极 性 生产 厂家 
TK Polisi qubd Average aperture Misure 
(m? g!) CA?) 
弱 极 性 上 海 华 震 科技 公司 
AB-8 Weak- 480~520 130~140 Shanghai Huazhen 
polar Technology Co., Ltd. 
— 天 津南 开 和 成 科技 公司 
ADS-7 Polar 2100 250-300 Tianjin Nankai Hecheng 
Technology Co., Ltd. 
中 等 极 性 天 津南 开 和 成 科技 公司 
ADS-17 Moderate- 90-150 250-300 Tianjin Nankai Hecheng 
polar Technology Co., Ltd. 
中 等 极 性 山东 鲁 抗 医药 股份 公司 
DM130 Moderate- 500—550 90-100 Shandong Lukang 
polar Pharmaceutical Co., Ltd. 
弱 极 性 沧州 宝 恩 化 工 有 限 公司 
D101 Weak- 500—550 90-100 Cangzhou Baoen Chemical 
polar Co., Ltd. 
XAD-16 JH 800 150 Rohm & Haas 
Non-polar 
非 极 性 三 菱 化 学 控股 株式 会 社 
HP20 590~600 >200 Mitsubishi Chemical 
Non-polar ' 
Holdings Co., Ltd. 
nmm 上 海 华 震 科技 公司 
X-5 500—600 290—300 Shanghai Huazhen 
Non-polar 


Technology Co., Ltd. 
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U-5100 型 紫外 可 见 分 光 光 度 计 ， 日 本 日 立 公司 ; CQ-250-DST 型 超声 波 清洗 机 ， 上 海 跃 
进 医 用 光学 器 械 厂 ，DELTA-320 pH 计 、AL204 型 电子 天 平 ， 梅 特 勒 - 托 利多 仪器 有 限 公 司 ; 
RE-52A 旋转 蒸发 仪 ， 上 海 亚 荣 生 化 仪器 厂 ; SHA-B 双 功 能 水 浴 恒 温 振 荡 器 ， 杰 瑞 尔 电器 有 
IRAE; SHB- IV 双 A 循环 水 式 多 用 真空 泵 ， 郑 州长 城 科 工 贸 有 限 公 司 ; Sorvall ST-8 型 离 
心机 ， 美 国 Thermo 公司 ; Waters 2695 高 效 液 相 色谱 仪 、2998 检测 器 ， 沃 特 世 科技 (上 海 ) 
有 限 公 司 。 
1.3 样品 溶液 制备 
取 甜 叶 菊 叶 粉末 0.1 g， 加 60% 乙 醇 水 5mL，60 'C 条 件 下 超声 提取 25 min， 提 取 3 次 ， 
离心 取 上 清 液 ， 合 并 上 清 液 过 滤 ， 收 集 滤 液 于 25 mL 容量 瓶 并 定 容 至 刻度 ， 备 用 。 
1.4 紫外 分 光 光 度 法 
参考 钟 方 晓 (2005) 的 紫外 分 光 光 度 法 ， 以 绿 原 酸 为 标准 品 ， 在 波长 327nm 处 测定 甜 
叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 的 总 量 。 
1.5 高 效 液 相 色 谱 法 
音 鉴 李 华丽 等 (2017) 测定 甜 叶 菊 中 6 个 酚 酸 类 成 分 的 HPLC 方法 并 对 其 优化 。 
1.5.1 色谱 条 件 
Waters SunFire Clg 色 谱 柱 〈150 mmx4.6 mm, 5 um) ， 流 动 相 A NLH, B 为 1% 乙 酸 
水 溶液 ， 梯 度 洗 脱 (0~15 min, 8% A-1796 A, 1.0 mL:min™!; 15-22.5 min, 1796 A ~17.5% A, 
1.0-0.6 mL:min !; 22.5-30 min, 17.5% A-1896 A, 0.6 mL:min !; 30-40 min, 1896 A-2096 A, 
0.6 mL:min !; 40-42 min, 20% A-2496 A, 0.6~1.0 mL-min !; 42-50 min, 24% A-4095 A, 
1.0 mL:min'!; 50-65 min, 4096 A-40.296 A, 1.0 mL'min ) , fH 30 CC， 进 样 量 10 uL, 
波长 330 nm. 
1.5.2 线性 关系 
依次 取 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C 标准 
适量 ， 加 60% 乙 醇 溶 解 得 混合 标准 品 溶液 ， 按 比例 分 别 稀释 至 相应 浓度 梯度 进行 HPLC 
析 。 
1.5.3 精密 度 
取 混 合 对 准 品 溶液 重复 进 样 5 次 ， 以 峰 面 积 计 算 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 
酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C 的 RSD fü. 
1.5.4 重复 性 
取 甜 叶 菊 叶 粉末 平行 制备 6 份 样品 溶液 进行 测定 ， 以 峰 面 积 计算 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 
绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C 的 RSD fü. 
1.5.5 稳定 性 
取 甜 叶 菊 样品 粉末 制备 样品 溶液 ， 分 别 在 O. 4. 8. 12. 24h 进行 测定 ， 以 峰 面 积 计生 
新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C H RSD fü. 
1.5.6 回收 率 试验 
分 别 取 一 定 体积 的 混合 标准 品 浴 液 加 入 甜 叶 菊 样品 中 ， 平 行 制备 $ 份 样品 溶液 进行 
HPLC 分 析 ， 以 峰 面 积 计 算 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B. WX 
ER C 的 回收 率 。 
1.6 树脂 型 号 的 筛选 
1.6.1 树脂 预 处 理 
取 8 种 型 号 的 大 孔 吸 附 树 脂 适 量 , 先 向 各 种 树脂 中 加 入 无 水 乙醇 浸泡 24 h, 然后 用 去 离 
子 水 洗 净 乙醇 至 无 醇 味 为 止 ; 再 依次 用 4% HC 溶液 和 2% NaOH 溶液 处 理 各 树脂 , 浸泡 2-4 
h 后 洗 至 出 水 pH 为 中 性 ， 备 用 。 
1.6.2 不 同型 号 树脂 之 间 的 比较 
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以 紫外 分 光 光 度 法 所 测 绿 原 酸 类 成 分 的 总 量 为 指标 , 比较 八 种 不 同 极 性 的 大 孔 树脂 对 甜 
叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 的 吸附 -解析 性 能 。 取 8 种 预 处 理 好 的 树脂 各 1.0 g， 分 别 加 入 浓度 为 
Co 的 供 试 品 溶液 10 mL, THi (25 °C) 振荡 吸附 24h， 测 定 吸 附 后 溶液 的 浓度 C 值 ， 滤 过 ; 
然后 向 各 树脂 中 分 别 加 入 10 mL 水 ， 人 恒温 (25 'C) 振荡 10 min， 重 复 两 次 ;水 洗 后 向 各 树 
脂 中 分 别 加 入 60% 乙 醇 25 mL，25 它 恒 温 振荡 解吸 24 h， 测 定 解析 后 绿 原 酸 类 物质 浓度 Ci 
值 ， 依 据 下 述 公式 〈Liu etal., 2017) 计算 各 树脂 吸附 量 Q (mg:g D . URBRAE E CO 和 解 
析 率 D (%) : 
E-[(Co— C)/Co]x 10096 Q-(Co—C)V/W D-[CiVi/(Co-C)V]x 10096 
Co 为 吸附 前 绿 原 酸 类 物质 浓度 (mgm) ，C 为 吸附 后 绿 原 酸 类 物质 浓度 (mgm) ， 


Ci 为 解吸 后 绿 原 酸 类 物质 浓度 (mgr mL) ，YV 为 吸附 液体 积 (mL) ，W 为 树脂 重量 〈g) ， 


Vi 为 解吸 液体 积 (mL) 
1.7 XAD-16 树脂 吸附 与 解析 性 能 的 优化 
1.7.1 样品 溶液 浓度 对 XAD-16 树脂 吸附 性 能 的 影响 

以 紫外 分 光 光 度 法 测定 样品 溶液 的 绿 原 酸 类 成 分 总 量 ， 考 察 不 同样 品 溶液 浓度 对 
XAD-16 树脂 吸附 性 能 的 影响 。 称 取 1.0 g 预 处 理 好 的 XAD-16 树脂 5 份 加 入 5 只 具 塞 锥 形 
瓶 内 ， 再 分 别 加 入 0.3、 0.6、 12. 2.4、 3.6 mg:mL- 浓 度 的 样品 溶液 10 mL F 25 CE 
温 振 摇 吸 附 24h 后 ， 测 定 不 同样 品 溶液 浓度 条 件 下 XAD-16 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 物质 的 
吸附 率 。 
1.7.2 样品 溶液 pH 对 XAD-16 树脂 吸附 性 能 的 影响 

称 取 1.0 g 预 处 理 好 的 XAD-16 树脂 3 份 加 入 3 只 有 具 塞 锥 形 瓶 内 ， 将 样品 浴 液 (pH 5.6) 
HJ pH 值 调节 为 pH 5.0、pH 4.0、pH 3.0, 各 取 10 mL 加 入 锥 形 瓶 内 于 25 人 恒温 振 摇 吸附 24 
h 后 依次 进行 HPLC 分 析 ， 考 察 不 同 pH 条 件 下 XAD-16 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 的 吸附 
能 力 。 
1.7.3 乙醇 体积 分 数 对 XAD-16 树脂 解析 性 能 的 影响 

以 紫外 分 光 光 度 法 测定 不 同体 积分 数 乙醇 解析 液 中 绿 原 酸 类 成 分 总 量 。 称 取 1.0 g 预 处 
理 好 的 XAD-16 树脂 5 份 加 入 具 塞 锥 形 瓶 内 ,分 别 加 入 样品 溶液 (1.2 mg: mL, pH 3)10 mL, 
25C 恒 温 振 摇 吸 附 24 h 后 先 用 10 mL 水 处 理 两 次 ， 水 洗 后 再 分 别 加 入 体积 分 数 为 10%、 
30%、60%、70%、90% 的 乙醇 各 25 mL，25 CRIE EIT 24 h 后 测定 不 同 乙醇 浓度 条 件 
下 的 解析 率 。 
1.8 14 个 甜 叶 菊 品 种 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 含量 测定 

分 别 取 14 个 不 同 品种 甜 叶 菊 叶 粉 未 各 0.1 g， 按 1.3 项 方法 制备 样品 溶液 ， 在 上 述 静 态 
吸附 -解析 实验 的 基础 上 ， 采 用 XAD-16 树脂 前 处 理 后 以 HPLC 法 测定 各 甜 叶 菊 品种 叶 中 所 
含 绿 原 酸 类 成 分 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 高 效 液 相 色 谱 法 
2.1.1 HPLC 效果 图 
在 1.5.1 项 所 建立 的 色谱 条 件 下 对 照 品 及 甜 叶 菊 样 品 的 色谱 图 如 图 1 所 示 ， 可 以 看 出 该 
色谱 条 件 下 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 咖 啡 酸 、 阿 魏 酸 、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 A 和 
异 绿 原 酸 C 八 种 酚 酸 对 照 品 可 获得 较 好 的 分 离 效 果 ， 在 甜 叶 菊 叶 中 也 能 检测 出 新 绿 原 酸 、 
绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 A 和 异 绿 原 酸 C 六 种 酚 酸 类 成 分 。 
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E: 1- 新 绿 原 酸 ，2- 绿 原 酸 ，3- 隐 绿 原 酸 ，4- 咖 啡 酸 ，5- 阿 魏 酸 ，6- 异 绿 原 酸 B; 
7- 异 绿 原 酸 A; 8- 异 绿 原 酸 C. 
Note: 1-Neochlorogenic acid; 2-Chlorogenic acid; 3-Cryptochlorogenic acid; 4-Caffeic acid; 5-Ferulic acid; 


Pe» 


6-IsoChlorogenic acid B; 7-IsoChlorogenic acid A; 8-IsoChlorogenic acid C. 
图 1 对 照 品 和 甜 叶 菊 样 品 色 谱 图 


Fig. 1 HPLC chromatogram of reference substance and Stevia rebaudiana Bertoni sample 


2.1.2 方法 学 考察 

以 质量 浓度 为 横 坐 标 ， 峰 面积 为 纵 坐 标 进 行 线性 回归 ， 对 线性 关系 进行 考察 ， 结 果 为 新 
绿 原 酸 y=35197x+5663.3, r=0.9994, 线性 范围 1.25-20.0 ng:mL-1; £t RR y=33963x+74214， 
r=0.9999， 线 性 范围 16.66~266.66 pg-mL 1!; 隐 绿 原 酸 y-26205x-6346.7, 17-0.9998, REYE 
围 1.46~23.33 ugmL!; 异 绿 原 酸 B y=30902x+2352.9，r=0.9999， 线 性 范围 1.46~23.33 
hg"mL 1; 异 绿 原 酸 A y-59164x-15903, r=0.9999, 线性 范围 18.33~293.33 ug mL 1; 异 绿 原 
酸 C y=67461x-60438，r=0.9999， 线 性 范围 8.75~140.0 ug-mL 1!。 
精密 度 试验 中 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C 
的 RSD 值 在 0.53%~0.91% 之 间 ， 表 明 该 仪器 精密 度 良 好 ; 重复 性 试验 中 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 
隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C 的 RSD 值 在 0.93%~1.81% 之 间 ， 表 明 该 
方法 重复 性 良好 ; 稳定 性 试验 中 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B 
异 绿 原 酸 C 的 RSD 值 在 0.95%~1.74% 之 间 ， 表明 样 品 溶液 在 24 h 内 保持 稳定 ; 回收 率 试验 
中 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C 的 平均 回收 率 在 
95.1%~104.8% 之 间 。 
2.2 树脂 型 号 的 筛选 

以 紫外 分 光 光 度 法 所 测 绿 原 酸 类 成 分 的 总 量 为 指标 , 结果 表明 八 种 不 同 极 性 的 树脂 中 强 
极 性 树脂 ADS-7 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 吸附 率 和 吸附 量 最 高 ， 但 其 解析 率 过 低 ; 非 极 
性 的 XAD-16 树脂 吸附 能 力 略 低 于 ADS-7 树脂 ， 却 表现 出 最 佳 解吸 附 能 力 〈 表 2) ， 因 此 
选择 XAD-16 树脂 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 物质 前 处 理 。 

表 2 不 同型 号 树脂 吸附 与 解析 性 能 的 比较 


Table 2 Adsorption and desorption capacities of different macroporous resins 
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"m 吸附 量 吸附 率 解析 率 
树脂 型 号 . . , . 
Adsorption capacity Adsorption ratio Desorption ratio 
Resin type E 
(mg:g !) (%) (%) 
XAD-16 11.90 88.0 96.6 
AB-8 11.40 84.4 86.4 
HP-20 11.34 84.0 89.3 
X-5 11.30 83.7 85.4 
D101 11.20 83.0 84.6 
DM-130 10.61 79.0 74.2 
ADS-7 13.05 96.0 19.2 
ADS-17 5.50 40.3 38.7 


2.3 XAD-16 吸附 与 解析 性 能 的 优化 
2.3.1 样品 溶液 浓度 对 XAD-16 吸附 性 能 的 影响 

03. 0.66. 12. 24. 3.6mg'mL-15 个 不 同样 品 溶液 浓度 条 件 下 XAD-16 XAR 
中 绿 原 酸 类 成 分 的 吸附 率 分 别 为 89.0%、88.5%、90.1%、85.2%、76.0%。 可 以 看 出 ， 上 样 
浓度 低 于 L2mg:mL 1! 时 对 XAD-16 树脂 的 吸附 能 力 儿 乎 没有 影响 ， 当 上 样 浓度 大 于 1.2 
mg'mL- 时 ，XAD-16 树脂 吸附 率 逐 渐 下 降 。 因 此 ， 样 品 溶液 浓度 以 1.2 mg mL! 最 佳 。 
2.3.2 样品 溶液 pH 对 XAD-16 树脂 吸附 性 能 的 影响 

当 我 们 采用 HPLC. 分 析 XAD-16 吸附 前 后 样品 溶液 中 绿 原 酸 类 成 分 的 情况 后 ， 发 现 
XAD-16 对 不 同 种 类 绿 原 酸 类 成 分 吸附 能 力 不 同 。 如 图 2 所 示 , 吸附 前 可 检测 到 样品 溶液 (pH 
5.60 中 含有 多 种 绿 原 酸 类 成 分 ， 吸 附 后 几乎 检测 不 到 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C 等 成 分 (对 
应 的 色谱 峰 为 6、7、8) ， 只 检测 到 绿 原 酸 、 新 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 成 分 (对 应 的 色谱 峰 为 1、 
2、3) ， 表 明 在 pH 5.6 时 XAD-16 对 其 中 的 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C 等 成 分 的 吸附 能 力 强 ， 
而 对 绿 原 酸 、 新 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 成 分 的 吸附 能 力 则 较 差 。 绿 原 酸 类 化 合 物 是 一 类 含有 状 基 
和 邻 二 酚 羟 基 的 有 机 酚 酸 ,研究 表明 酸性 条 件 下 有 利于 酚 酸 类 化 合 物 在 大 孔 吸 附 树 脂 上 的 吸 
附 (Zhang et al., 2008) ， 为 此 我 们 进一步 通过 调节 样品 溶液 pH 考察 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 
分 在 XAD-16 树脂 上 的 吸附 能 
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Fig. 2 HPLC chromatogram of sample solution (pH 5.6) before and after adsorption on 


XAD-16 resin 


通过 考察 样品 溶液 pH 对 XAD-16 树脂 吸附 性 能 的 影响 〈 图 3) ， 发 现 不 同 pH 条 件 下 
FERRA FARRER C 等 成 分 在 XAD-16 上 均 有 较 好 的 吸附 效果 ，XAD-16 对 绿 原 酸 、 新 


绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 的 吸附 能 力 随 pH 值 降 低 逐 渐 增 强 ， 表 现在 随 着 pH 值 的 降低 ， 吸 附 后 样 


品 溶液 中 绿 原 酸 、 新 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 成 分 含量 逐渐 降低 , 其 中 绿 原 酸 含量 降低 最 为 明显 (对 
应 的 色谱 峰 为 2) 。 提 示 经 pH3 处 理 后 ， 总 体 上 增强 了 XAD-16 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 
的 吸附 能 力 ， 因 此 选择 pH 3 条 件 下 进行 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 的 吸附 。 
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Fig. 3 Effect of different solution pH on the adsorption capacity of XAD-16 


2.3.8 乙醇 体积 分 数 对 XAD-16 树脂 解析 性 能 的 影响 


10%、 30%、60%、70%、90% 5 个 不 同 乙醇 浓度 条 件 下 XAD-16 树脂 的 解析 率 分 别 为 
12.8%、52.6%、80.7%、92.8%、88.2%。 结 果 表 明 ， 不 同体 积分 数 的 乙醇 对 绿 原 酸 类 物质 的 
解析 产生 较 大 影响 ， 随 着 乙醇 体积 分 数 的 增加 ， 绿 原 酸 类 物质 的 解析 率先 上 升 后 下 降 ，70% 


乙醇 时 最 高 达到 92.8%。 乙 醇 体积 分 数 较 低 时 ， 随 着 解析 液 极 性 性 


E 质 逐渐 减弱 ， 有 利于 目标 


组 分 的 洗 脱 , 而 过 高 体积 分 数 的 乙醇 会 把 杂质 成 分 洗 脱 下 来 从 而 导致 解析 率 下 降 (Sun et al., 
2013) 。 因 此 ， 选 择 70% 体 积分 数 的 乙醇 作为 洗 脱 液 进行 解吸 附 。 


2.4 14 个 甜 叶 菊 品 种 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 含量 测定 


以 HPLC 法 测定 14 个 不 同 品种 甜 叶 菊 中 绿 原 酸 类 物质 ， 结 果 见 表 3。 可 以 看 出 ， 在 成 


分 种 类 方面 ，14 个 甜 叶 菊 品种 中 都 含有 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 


原 酸 、 异 绿 原 酸 A 和 异 绿 


原 酸 C， 其 中 主要 组 成 成 分 均 为 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C， 而 新 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 


异 绿 原 酸 B 含量 相对 较 少 ， 在 品种 3、5、13、14 中 没有 检测 出 


FEX B 成 分 。14 个 品 


种 中 6 种 绿 原 酸 类 物质 总 量 介 于 4.39%~9.78% 之 间 ， 含 量 最 高 的 为 品种 1， 其 中 异 绿 原 酸 A 
含量 在 20.55~54.3 mgg ! 之 间 ， 含 量 最 高 的 为 品种 3; 绿 原 酸 含量 在 17.96~32.93 mg:g 之 


间 ， 含 量 最 高 的 为 品种 10; 异 绿 原 酸 C 含量 在 4.15~19.49 mgg! 
8; 新 绿 原 酸 含量 在 0.61-4.61 mg:g Z, 含量 最 高 的 为 品种 1; 
mg'g ! 之 间 , 含量 最 高 的 为 品种 1; 异 绿 原 酸 B 含量 在 0~3.17mg 
种 1。 


之 间 ， 含 量 最 高 的 为 品种 
隐 绿 原 酸 含量 在 0.52~3.11 
g 之 间 ， 含 量 最 高 的 为 品 


X 3 14 个 甜 叶 菊 品 种 叶 中 所 含 绿 原 酸 类 物质 


Table 3 Chlorogenic acids contained in 14 Stevia rebaudiana Bertoni varieties leaves 


新 绿 绿 原 酸 ” 隐 绿 原 酸 A " " 
品种 : 异 绿 原 酸 B RAHMA 异 绿 原 酸 C ，、_ 
z ER Chlorog Cryptochl 总 量 
编号 IsoChloroge  IsoChlorog IsoChlorog 
: Neochloro enic orogenic . . : j ] : Total 
Varie . . : . nic acid B enic acid A enic acid C 
genic acid acid acid 
No. 
mgg! 
1 4.61 30.44 3.11 3.17 39.88 16.58 97.8 
2 0.92 25.86 2.06 1.69 24.01 17.57 72.1 
3 0.67 21.11 1.07 - 54.30 8.05 85.2 
4 1.61 27.53 2.01 1.92 33.41 12.92 79.4 
5 2.04 18.99 1.48 - 37.44 6.11 66.1 
6 0.92 22.28 1.38 2.10 43.74 12.76 83.2 
7 1.24 21.45 1.52 1.61 48.40 9.39 83.6 
8 2.47 22.60 2.98 3.10 26.55 19.49 77.2 
9 1.62 25.23 2.11 2.82 33.10 17.22 82.1 
10 0.61 32.93 0.52 0.61 27.26 6.08 68.0 
11 2.21 25.15 1.70 2.57 34.26 11.00 76.9 
12 3.08 22.53 2.15 2.40 36.30 12.57 79.0 
13 3.32 25.10 1.32 - 51.26 13.23 94.2 
14 0.65 17.96 0.61 - 20.55 4.15 43.9 
dk: “” 表 示 未 检测 出 。 Note: "-" means not detected. 
3 Wie 
大 孔 吸 附 树脂 具有 工艺 简单 、 成 本 相对 较 低 以 及 可 重复 使 用 等 优点 , 已 被 广泛 应 用 于 多 


酚 类 、 黄 酮 类 等 天 然 产物 的 分 离 纯化 〈 黄 燕 秋 ，2018) ， 该 文 首次 采 上 月 
菊 叶 中 绿 原 酸 类 成 分 进行 纯化 处 理 


对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 8 
为 主 ， 该 研究 发 现 


易于 吸附 极 性 相对 较 弱 的 异 绿 


较 强 的 组 分 吸附 能 
XAD-16 对 甜 叶 菊 中 
XAD-16 对 绿 原 酸 、 
叶 中 绿 原 酸 类 成 分 


办 类 成 分 总 体 上 表现 吕 


力 较 差 ， 通 


的 吸附 能 力 。 此 外 ， 确 


日 大 和 孔 吸 附 树 脂 对 甜 叶 
在 8 种 不 同型 号 的 树脂 中 XAD-16 具有 较 大 的 比 表面 积 ， 
8 较 好 吸附 及 解吸 附 能 力 。 大 和 孔 
XAD-16 对 不 同 种 类 绿 原 酸 类 成 分 吸附 能 力 不 同 ， 
原 酸 A、 异 绿 原 酸 C 等 组 分 ， 而 对 绿 原 酸 、 新 绿 原 酸 等 极 性 
过 比较 不 同 pH 值 对 XAD-16 树脂 吸附 性 能 的 影响 ， 发 现 


吸附 树脂 以 物理 吸附 
非 极 性 树脂 XAD-16 


绿 原 酸 类 成 分 的 吸附 能 力 随 pH 降低 逐渐 提升 , 样品 溶液 pH 3 处 理 后 
新 绿 原 酸 等 组 分 的 吸附 


能 力 显 著 提 高 ， 总 体 上 增强 了 XAD-16 对 甜 叶 菊 


mg:mL 1， 最 佳 解析 液 乙醇 体积 分 数 为 70%。 


绿 原 酸 物质 是 药 月 


植物 


立 了 XAD-16 树脂 最 佳 处 至 


非常 重要 的 功效 成 分 〈 王 丽 萍 等 ，2011) ， 该 研究 发 现 品 


样品 溶液 浓度 为 1.2 


不 


同 会 对 甜 叶 菊 叶 中 绿 原 酸 类 物质 产生 较 大 影响 , 绿 原 酸 类 成 分 种 类 及 含量 均 会 受到 品种 差异 


性 的 影响 。14 个 品 


异 绿 原 酸 B 六 种 酚 酸 类 成 分 ， 而 少数 品 


酸 A、 异 绿 原 酸 C 五 种 酚 酸 类 成 分 ，14 个 品种 中 绿 原 


mg:g !， 最 低 仅 为 43.9 mgg, 不同 种 类 绿 原 酸 类 成 分 在 不 同 品 


' 中 多 数 均 含有 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 酸 A ARR C 
' 中 只 含有 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 隐 绿 原 酸 、 异 绿 原 
酸 类 成 分 总 量 最 高 的 品种 可 达 97.8 


"pK. Haag 


叶 菊 的 主要 用 途 是 作为 糖 草 使 用 生产 甜菊 糖 背 甜 味 剂 , 有 必要 对 绿 原 酸 类 物质 含量 较 高 的 甜 


叶 菊 品种 进 


步 开 发 研究 ， 丰 富 绿 原 酸 类 物质 原材料 来 源 的 同时 还 可 促进 甜 叶 菊 综 合 


JH. 
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